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РАЗРАБОТКА МЕТОДИКИ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ЭЛАСТАЗНОЙ АКТИВНОСТИ 
МИКРООРГАНИЗМОВ
Окулич В.К., Корнилов А.В.
УО «Витебский государственный медицинский университет»
Актуальность. В основе всех метаболических 
реакций в бактериальной клетке лежит деятель-
ность ферментов. Большинство гидролаз являются 
экзоферментами, которые, выделяясь в окружаю-
щую среду, расщепляют крупные молекулы до мо-
номеров и димеров, способных проникнуть внутрь 
клетки и обеспечивают ее источниками углерода и 
энергии. Также экзоферменты являются факторами 
агрессии и инвазии и помогают микроорганизмам 
преодолевать защитные барьеры макроорганизма. 
Одним из таких ферментов является эластаза, от-
носящаяся к классу сериновых протеаз. Данный 
фермент может разрушать эластин легочной ткани, 
фибрин и коллаген, может инактивировать челове-
ческие иммуноглобулины [1].
Весьма важным представляется значение дан-
ного фермента как регулятора воспаления, причем 
в разных ситуациях она может выступать и как 
провоспалительный, и как противовоспалитель-
ный агент. Известна протеолитическая активность 
эластазы в отношении многих растворимых про-
теинов - в том числе цитокинов воспаления. Опи-
сана ее способность in vitro блокировать 1-й и 3-й 
рецепторы комплемента, что снижает миграцию 
Т-лимфоцитов и нейтрофилов в очаг воспаления, 
подавляет их адгезивные свойства. Эластаза рас-
щепляет рецепторы липополисахаридов (ЛПС) 
CD14, что приводит к уменьшению экспрессии IL-8 
и TNFα в ответ на стимуляцию ЛПС. Как извест-
но, ЛПС являются главными компонентами бак-
териальной стенки. Таким образом, этот фермент 
снижает воспалительный ответ на внедрение ми-
кроорганизмов. Противоположным противовос-
палительным эффектом является ее способность 
усиливать воспалительные реакции. Описано ин-
дуцирующее влияние на продукцию IL-6, IL-8, ко-
лониестимулирующего фактора [2]. 
Таким образом, особенности патогенеза забо-
леваний, вызванных различными микроорганиз-
мами, частично определяются их ферментативный 
спектром, который является таксономическим 
признаком, что в свою очередь помогает в иденти-
фикации бактерий. Например, не все микроорга-
низмы могут синтезировать эластазу, и только не-
которые штаммы синегнойной палочки (IFO 3455, 
TM13, TM14, TM 49, TM 97) способны на это [3].
Цель. Разработать метод определения эластаз-
ной активности микроорганизмов и апробировать 
его на клинических изолятах синегнойной палочки 
и золотистого стафилококка.
Материал и методы. Исследована эластазная 
активность 24 штаммов микроорганизмов, из ко-
торых 6 штаммов были Staphylococcus aureus и 18 
– Pseudomonas aeruginosa. Штаммы микроорганиз-
мов были получены от пациентов, находившихся 
на лечении в ожоговом, гнойном хирургическом 
отделениях и РАО на базе Витебской областной 
клинической больницы.
Результаты и обсуждение. Была разработана 
методика определения эластазной активности ми-
кроорганизмов, основанная на том, что при посеве 
культуры на среду, содержащую желатин, активи-
ровался адаптивный синтез эластазы микробами. 
Путем центрифугирования получали надосадоч-
ную жидкость, которая содержала продуцирован-
ную эластазу.
В качестве субстрата для определения активно-
сти данного фермента был использован эластин-
Конго красный (диаметр частиц 37-75 микрон). 
Эластаза расщепляла эластин, и конго-красный 
переходил в раствор, изменяя его цвет с бесцветно-
го на красный с максимальным спектром поглоще-
ния при длине волны 495 нм. Не растворившиеся 
частицы эластин-Конго красного осаждали путем 
центрифугирования.
1. Производился посев культуры, выделенной от 
пациентов, на скошенный агар.
2. Посев культуры на среду Мюллер-Хинтона со-
держащую 2% желатина. Инкубация в течение 24 ч 
при температуре 37 0С в термостате.
3. После инкубации 400 мкл жидкости, содер-
жащей микроорганизмы и продуцированную ими 
эластазу, перемещали в эппендорфы и центрифуги-
ровали 1 тыс. об./мин. в течение 10 мин. 
5. В эппендорфы вносили последовательно: 400 
мкл раствора эластин-Конго красного в концентра-
ции 0,8 мг на 1 мл 0,2Н трис-HCl буфера с рН 7.4 и 
100 мкл надосадочной жидкости. Для определения 
фоновой активности, которую мог дать неспецифи-
ческий гидролиз желатина, были поставлены кон-
трольные пробы, содержащие 400 мкл буферного 
раствора с рН 7,4 и 100 мкл надосадочной жидкости.
6. Инкубацию проб поводили в термостате при 
t=37 ºC в течение 24 часов.
7. После инкубации пробы извлекали из термо-
стата и центрифугировали.
8. Из надосадка брали в дублях по 150 мкл рас-
твора и переносили в лунки 96 луночного полисти-
ролового планшета.
9. Планшет помещали в многоканальный спек-
трофотометр Ф300, где при длине волны 492 нм 
(максимально близкой к 495) определяли оптиче-
скую плотность раствора в лунках.
Промежуточный результат выражался в опти-
ческих единицах и рассчитывался как разница оп-
тических плотностей опытных проб и соответству-
ющих им контрольных. Для пересчета полученного 
результата в пикокаталы нами была использована 
формула, полученная после построения калибро-
вочного графика по разведенному Конго красному, 
в котором была отражена зависимость активно-
сти фермента от оптической плотности раствора, 
исходя из того, что при расщеплении 1 молекулы 
субстрата, в раствор переходит 1 молекула Конго 
красного.
Y= [-0,00117+0,0346×Eоп]×9,92
Где Y – искомый результат; 
Еоп – оптическая плотность пробы минус опти-
ческая плотность контроля
Исследована эластазная активность 24 штаммов 
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микроорганизмов, из которых 6 штаммов были 
Staphylococcus aureus и 18 – Pseudomonas aeruginosa .
Установлено, что все штаммы золотистого ста-
филококка обладали эластазной активностью, 
а у синегнойной палочки из 18 штаммов данная 
активность присутствовала только у 14 изолятов 
(78%).
Эластазная активность у штаммов синегнойной 
палочки составила 0,027±0,03 пкат, а у штаммов зо-
лотистого стафилококка 0,041±0,02 пкат. 
Выводы:
1. Разработана методика определения эластаз-
ной активности микроорганизмов.
2. Установлено, что все штаммы золотистого 
стафилококка и 78% штаммов синегнойной палоч-
ки обладают эластазной активностью со средними 
значениями 0,041±0,02 пкат и 0,027±0,03 пкат соот-
ветственно.
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БИОЛОГИЧЕСКАЯ РЕЗИСТЕНТНОСТЬ К БЕТА-ЛАКТАМАЗНЫМ 
АНТИБИОТИКАМ ВО ВРЕМЯ БЕРЕМЕННОСТИ
Семенов Д.М., Занько А.С., Небедухина Р.В., Пулярова А.А.
УО «Витебский государственный медицинский университет»
Актуальность. Несмотря на значительный ар-
сенал антимикробных средств, которыми распо-
лагает современная медицина, в ряде случаев врач 
стоит перед сложной проблемой выбора наиболее 
эффективного среди близких по спектру действия 
лекарств[1].
Бета-лактамные антибиотики являются лидера-
ми среди антибактериальных препаратов, которые 
назначаются врачом во время  беременности. Од-
нако при их назначении должно учитываться такое 
явление, как резистентность к антибактериально-
му препарату.
Вплоть до настоящего времени антибиотико-
устойчивость болезнетворных бактерий рассма-
тривалась лишь как приспособительная реакция 
микроорганизмов. При этом исследователи и кли-
ницисты традиционно не принимают во внимание, 
что организм человека, со своей стороны, также не-
безразличен к введению антибиотиков[2]. 
К основным факторам собственной бета-лак-
тамазной активности человеческой крови  можно 
отнести воздействие на молекулы антибактери-
ального препарата человеческого сывороточного 
альбумина (ЧСА). Помимо ЧСА, большинство бел-
ковых фракций крови обладает бета-лактамазной 
активностью, составляющей приблизительно 9,6% 
от общей сывороточной. Собственной бета-лакта-
мазной активностью обладают также и поликло-
нальные IgG[3;4].
Особняком стоит феномен формирования в че-
ловеческом организме иммуноглобулинов, облада-
ющих бета-лактамазной активностью, т.н. «абзи-
мов» (каталитических антител)[2].
Клиническая значимость феномена высокой бе-
та-лактамазной активности сыворотки крови уста-
новлена в ряде независимых исследований, однако 
в доступной литературе отсутствуют данные об из-
учении данного феномена при беременности, что 
требует дальнейшего изучения.
Таким образом, целью нашего исследования 
было изучить уровень бета-лактамазной активно-
сти сыворотки крови, а также клиническое значе-
ние биологической резистентности к бета-лактам-
ным антибиотикам у беременных женщин.
Материал и методы. Проведено исследование 
образцов крови беременных женщин (n=423)нахо-
дившихся на стационарном лечении в Витебском го-
родском клиническом роддоме №2, с определением 
собственной (т.н. «биологической»)бета-лактамазной 
активностисывороткиза период с 1.10.12 по 1.05.13.
Бета-лактамазную активность в сыворотке кро-
ви исследуемых пациентов, полученной путем цен-
трифугирования цельной свежеполученной кро-
ви, выдержанной в холодильной камере при +4°С 
в течение 4-6 часов для образования фибринного 
сгустка, при 3000 об/мин в течение 15 минут опре-
деляли с использованием Тест-система БИОЛАК-
ТАМ (ТУ BY 391353648.001–2011).Учет результатов 
проводился с помощью программного обеспече-
ния, адаптированного к ИФА-анализатору произ-
водства ОАО «Витязь», Республика Беларусь (фо-
тометр универсальный Ф300 ТП).
Возраст исследуемых женщин составил от 15 до 
42года.Средний возраст составлял  27,6 года.Бере-
менные женщины были разделены на 3 группы в 
зависимости от срока гестации. Iтриместр - до 12 
недель беременности (n=54), II триместр 13 - 27 не-
дель беременности (n=64), IIIтриместр с 28недель 
до родов (n=305).
Диагностика заболеваний у пациентов, вошед-
ших в исследование, осуществлялась в соответ-
ствии с общими принципами и правилами клини-
ческой и лабораторной диагностики, изложенными 
в клинических протоколах наблюдения беремен-
ных, рожениц, родильниц, диагностики и лечения 
в акушерстве и гинекологии, утвержденных Мини-
стерством здравоохранения Республики Беларусь 
(09.10. 2012 г. № 1182).
